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研究成果の概要（和文）：生理活性ペプチドアンジオテンシンII (Ang II)は副腎球状層の過形成を引き起こす
が、Ang IIと副腎球状層細胞増殖の関係は良くわかっていない。本研究では、副腎選択的に発現する転写因子
cAMP response element modulator (CREM)の多様なアイソフォームの内、転写抑制型であるInducible cAMP 
early repressor (ICER) がアンジオテンシンIIによる細胞増殖促進を抑制するといったネガティブフィードバ
ック機構を担っている可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：The bioactive peptide angiotensin II causes hyperplasia in the zona 
glomerulosa of adrenal gland. Relationship between Ang II stimulation and hyperproliferation of the 
adrenal cells is still unclear. In this study, we showed that one of CREM isoforms inducible cAMP 
early repressor (ICER), which is known as a transcriptional repressor, is induced by Ang II in 
adrenal cell line. And ICER may be responsible for a negative feedback mechanism suppressing adrenal
 hyperproliferation by Ang II stimulation. 

研究分野： 分子生物学

キーワード： 遺伝子発現制御　内分泌

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
副腎皮質の球状層は鉱質コルチコイドで

あるアルドステロンを合成する場である。生
理活性ペプチドアンジオテンシン II (Ang II)
は球状層を刺激し、アルドステロンの合成を
促進する。Ang II は電解質代謝や血圧調節な
ど生物のホメオスタシスにおいて重要な機
能を果たすが、過剰な Ang II の作用はアル
ドステロンの過剰分泌を引き起こし、高血圧、
動脈硬化を惹起する。 

 
２．研究の目的 
 Ang II により刺激されるアルドステロン
合成は高等生物のホメオスタシスに必須で
あるが、異常な Ang II の分泌はアルドステ
ロンの過剰分泌や球状層細胞の過剰増殖を
引き起こす。この副腎球状層細胞の過剰増殖
は、アルドステロン過剰合成の原因となる可
能性を包含している。しかしながら、どのよ
うにして球状層の過剰増殖が惹起されるの
か、具体的なメカニズムは不明である。そこ
で本研究では、これまで申請者が得た知見・
技術を基に Ang II による副腎皮質球状層細
胞増殖刺激の分子基盤を解明することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) アルドステロン合成酵素 CYP11B2 は副
腎球状層特異的に発現する遺伝子である。申
請者はこの CYP11B2 遺伝子座に Green 
Fruorescent protein （GFP）を組み込んだ
Bacterial artificial chromosome（BAC）を
用いた Tg マウス（CYP11B2-GFP Tg マウス)
の作製に取り組んできた。このマウスでは副
腎球状層特異的に GFP タンパク質を発現す
ることが予想される。このマウスを用いて副
腎球状層の単離を行い、AngII 処理時の遺伝
子発現変動を解析し、副腎球状層増殖責任因
子の同定を行う。 
 
(2) 副腎腫瘍由来の培養細胞を用い、副腎選
択的に発現する遺伝子の中から Ang II に応
答し、発現変化する遺伝子を探索する。 
 
４．研究成果 
(1) CYP11B2-GFP Tgマウスの作製において
4 系統のマウスを得た。それらのマウス組織
を用いて RT-PCR を行い、GFP 遺伝子の発
現特異性を検証した。その結果、それらの 4
系統の内、1 系統で副腎特異的に GFP mRNA
が発現していることを見出した。今回の実験
では CYP11B2 遺伝子の転写開始点上流
10kb から下流 150kb までの領域が含まれる
BAC を用いたが、この結果は、これらの領域
の中に CYP11B2 の副腎発現特異性を決定す
る領域が含まれることを示唆するものであ
った。 
 
(2) 副腎特異的に GFP mRNA を発現する
CYP11B2-GFP Tg マウス系統を用い、副腎

球状層細胞の単離を試みた。摘出した副腎か
ら細胞分散液を調製し、フローサイトメータ
ーを用いて解析を行ったが、GFP 陽性細胞を
検出することはできなかった。そこで、
CYP11B2-GFP 発現量を上昇させる条件と
して、CYP11B2-GFP つくば高血圧マウスの
作出を目指した。つくば高血圧マウスは雌レ
ニン Tg マウスと雄アンジオテンシノーゲン
Tgマウスを掛け合わせたダブルTgマウスで
あるが、本研究では、雌 CYP11B2-GFP レニ
ン Tg マウスと雄 CYP11B2-GFP アンジオテ
ンシノーゲン Tg マウスを作製した。これら
のマウスを交配させ、CYP11B2-GFP つくば
高血圧マウス(CYP11B2-GFP+/-, レニン+/-, 
アンジオテンシノーゲン+/-)を作出した。こ
の系統とコントロール群(CYP11B2-GFP+/-, 
レニン-/-, アンジオテンシノーゲン-/-)の副
腎における GFP mRNA 発現量の比較を行っ
たが、GFP mRNA の発現量に変化は見られ
なかった。これらの結果は、CYP11B2 遺伝
子の転写開始点上流 10kb から下流 150kb ま
での領域は CYP11B2 遺伝子の副腎特異性を
規定するには十分であるが、Ang II に応答し
て CYP11B2 発現量を上昇させるには不十分
であることを示唆している。 
 
(3) 副腎選択的に発現する遺伝子の中から
Ang II により発現変動する遺伝子を検索し
た。CREB ファミリーに属する転写因子であ
る cAMP response element modulator 
(CREM) に着目した。CREM には多数のス
プライシングアイソフォームの存在が報告
されている。そこで副腎腫瘍由来である
H295R 細胞を用いて Ang II に応答する
CREM アイソフォームの解析を行った。その
結果、CREM /2 タイプの発現に大きな変
化は見られないが、Inducible cAMP early 
repressor (ICER) タイプの発現が大きく上
昇することが明らかになった (図 1)。 
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(4) ICER は cAMP response element (CRE)
に結合し、転写抑制的に機能する CREM ア
イソフォームであることが報告されている。
また、Ang II は多様なシグナル伝達を介して
CRE 配列を持つプロモーターを活性化させ
ることが報告されている。そこで、H295R
細胞において Ang II 刺激により活性化され
る CRE プロモーターの活性化に対する
ICER 発現の影響をレポーターアッセイによ
り検証した。その結果、ICER の発現量依存
的に CRE プロモーターによる転写が抑制さ
れることが明らかとなった (図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 副腎培養細胞においてCREBファミリー
に属する ICERがどのように転写を調節する
のか、その分子機構は不明である。そこで、
ICER がどのような複合体を形成して転写を
調節するのかを明らかにすることで詳細な
分子機構の解明を目指した。Strep tag II と
FLAG tag のタンデムタグと融合した ICER 
(SF-ICER) を発現するH295R細胞株を作製
し、各タグを利用した二段階精製を行った。
さらに、精製産物を用いた質量分析を行い、
ICER と相互作用する候補因子として
Adenosylhomocysteinase like protein 
(AHCYL1/2) をはじめとしたいくつかのタ
ンパク質を同定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(6) 同定された AHCYL1 及び AHCYL2 と
ICER の相互作用について、免疫沈降法及び
ウエスタンブロッティングによる再評価を
行った。SF-ICER 及び HA-AHCYL1 もしく
は HA-AHCYL2 をヒト腎臓腫瘍由来である
HEK293T 細胞に発現させ、SF タグを用い
た二段階精製を行い、ウエスタンブロッティ
ングに供した。その結果、AHCYL1 及び
AHCYL2 は ICER と相互作用することが検
証できた (図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(7) AHCYL1及びAHCYL2のCREプロモー
ターにより活性化される転写活性への影響
をレポーターアッセイにより解析した。興味
深いことに AHCYL1 及び AHCYL2 は CRE
プロモーター活性を上昇させ、さらにその転
写活性化は ICERの共発現により抑制された 
(図 5)。 
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(8) ICER は転写抑制因子であり、AHCYL1
及び AHCYL2 による転写活性化は ICER と
の相互作用では説明できない。そこで、
AHCYL1 及び AHCYL2 と ATF1 や他の
CREM アイソフォームの相互作用を検証し
た。その結果、転写活性化型の CREM2 と
相互作用することが示された (図 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(9) AHCYL1及びAHCYL2 はCREM2 との
相互作用を介して CRE プロモーターを活性
化するが、一旦 Ang II 刺激により ICER の
発現が誘導されると、AHCYL1/2 の有無に関
わらず遺伝子発現が抑制される。これらの結
果は ICER を介した Ang II 刺激に対するネ
ガティブフィードバック機構が存在するこ
とを示唆している。 
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